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ABSTRAK
Penunjuk pH sebagai suatu pendekatan untuk memantau kualiti atau kesegaran makanan semasa telah mendapat perhatian 
industri pembungkusan makanan. Penggunaan sumber semula jadi pigmen tumbuhan terutamanya  daripada buah-buahan 
dan sayur-sayuran menjadi pilihan para pengguna untuk menggantikan pewarna sintetik dalam memastikan keselamatan 
makanan yang diambil setiap hari. Dalam kajian ini, ekstrak daripada bilberi telah digunakan sebagai pewarna sensitif 
pH. Perubahan warna sampel dikaji secara terperinci melalui kaedah kromametri dan juga kaedah spektrofotometri 
ultra-lembayung nampak. Warna merah terang terhasil dalam pH berasid, merah pudar pada neutral dan magenta ke 
kuning dalam pH beralkali. Keputusan kajian kromametri menunjukkan bahawa ekstrak bilberi berupaya mempamerkan 
perubahan warna yang jelas terhadap perubahan pH, iaitu terdapat perubahan nilai warna a* yang menyumbang kepada 
perubahan yang bererti dalam perbezaan warna keseluruhan (ΔE*). Nilai ΔE* juga ditentukan wujud hubungan linear 
dan kuantitatif terhadap julat pH tertentu. Oleh yang demikian, ekstrak bilberi didapati berpotensi sebagai bahan sensor 
untuk pH dalam membangunkan satu sensor pH bagi memantau kesegaran makanan terutamanya hasilan laut berbungkus 
memandangkan tahap kerosakan produk tersebut berkait rapat dengan perubahan pH ke arah alkali.
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ABSTRACT
The use of pH indicator as an approach to monitor the quality or freshness of foods has the attention of the food packaging 
industry. The use of natural resources, especially plant pigments of fruits and vegetables has now become the user’s 
choice to replace synthetic dyes as indicators to ensure the safety of the food-consumed every day. In this study, bilberry 
extract was used for a pH-sensitive dye. The colour change of the sample was studied in details by chromametric and 
spectrophotometric methods. The bilberry extract was observed to produce bright red colour under acidic conditions, 
faded at neutral and changed from magenta to yellow in alkaline conditions. The results of detail chromametric studies 
showed that bilberry extracts were able to exhibit distinguishable colour changes at different pHs, which led to a change 
in a* value that eventually contributed to significant changes in the total colour difference (ΔE*). The ΔE* value also 
demonstrated a linear and quantitative relationships to certain pH ranges. Therefore, bilberry extract has the potential 
to be used as a sensor material in developing a pH sensor for the purpose of monitoring food freshness, especially 
packaged fishery products since deterioration level is closely related to alkaline pH changes.
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PENGENALAN
Dalam skop keselamatan makanan, telah dilaporkan 
bahawa berlaku peningkatan populasi mikrob dan nilai pH 
semasa tempoh penyimpanan makanan. Ini menunjukkan 
bahawa ada perkaitan antara nilai pH dan kerosakan 
makanan. Oleh yang demikian, penunjuk pH boleh 
dijadikan sebagai pendekatan berguna untuk memantau 
kualiti atau kesegaran makanan semasa. Penggunaan 
penunjuk pH berdasarkan perubahan warna berpotensi 
sebagai penunjuk metabolit pembiakan mikroorganisma 
(Kerry et al. 2006). Para saintis telah melaporkan keputusan 
kajian mereka melalui pemantauan pH menggunakan 
reagen kimia sebagai pewarna sensitif pH seperti metil 
merah (Kuswandi et al. 2014), bromofenol biru (Shukla et 
al. 2015), bromokresol biru, merah dan klorofenol merah 
(Dong et al. 2008). Namun, penggunaan bahan kimia 
sintetik adalah sukar untuk diaplikasi dalam makanan 
kerana berkemungkinan toksik dan boleh mendatangkan 
bahaya kepada kesihatan manusia. Justeru, penggunaan 
pewarna semula jadi menjadi pilihan kerana mempunyai 
kelebihan yang jelas daripada segi ketoksikan rendah, 
boleh diperbaharui dan bebas daripada pencemaran.
 Terdapat laporan dalam kajian sebelum ini mengenai 
penggunaan pewarna yang diekstrak daripada tisu 
tumbuhan digunakan sebagai penunjuk pH kolorimetrik 
(Mohd et al. 2011; Terci & Rossi 2002). Perubahan 
warna dalam pewarna semula jadi ini adalah disebabkan 
kehadiran sebatian fenolik atau terkonjugasi seperti 
antosianin yang mengalami perubahan struktur kimianya 
apabila berlaku perubahan pH (Shahid & Mohammad 
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2013). Antosianin adalah daripada kumpulan flavonoid yang 
berwarna dan mudah dilihat. Ia merupakan pigmen semula 
jadi yang larut air dan menyebabkan tumbuh-tumbuhan 
atau produknya berwarna biru, merah, ungu, magenta atau 
jingga. Sebatian antosianin boleh didapati daripada buah-
buahan, bunga, daun, batang, biji dan juga pada tisu akar 
tumbuh-tumbuhan (Delgado - Vargas et al. 2000).
 Menurut Baj et al. (1983), buah bilberi (Vaccinium 
mytillus) segar mengandungi antosianin hampir empat kali 
ganda daripada beri biru. Ekstrak bilberi digunakan secara 
meluas sebagai makanan tambahan dan farmaseutik untuk 
penjagaan kesihatan mata dan melancarkan peredaran darah 
(Burdulis et al. 2007). Bilberi mengandungi hampir semua 
sebatian antosianidin iaitu delfinidin, sianidin, petunidin, 
peonidin dan malvidin. Lazimnya, gugusan gula yang terikat 
pada sebatian ini terdiri daripada glukosa, galaktosa dan 
arabinosa (Ichiyanagi et al. 2004; Lee et al. 2005). 
 Dalam industri pemprosesan makanan, bilberi digunakan 
dalam pembuatan jus, jem dan puri. Disebabkan kulit bilberi 
kaya dengan sumber polifenol terutamanya kandungan 
antosianin dan flavonoid (Manganaris et al. 2014), terdapat 
kajian yang dilaporkan tentang penggunaannya dalam 
produk susu untuk menghasilkan makanan berfungsi yang 
tinggi dengan kandungan antioksidan (Fidaleo et al. 2015). 
Memandangkan ekstrak bilberi merupakan perwarna yang 
boleh dimakan, maka secara tidak langsung penggunaannya 
dapat mengatasi kebimbangan para pengguna yang prihatin 
terhadap penglibatan pewarna sintetik yang berasaskan 
bahan kimia dalam sistem makanan. Namun begitu, kajian 
secara khusus ke atas potensi ekstrak bilberi sebagai satu 
penunjuk pH, khasnya dalam pH 1-13 menggunakan 
kaedah kromametri (L*, a*, b*, C* dan ∆E*) masih belum 
dilaporkan setakat ini. Inilah aspek baru kajian ini. 
 Penemuan kajian awal ini dijangka mempunyai impak 
ke atas perkembangan satu sensor pH yang berasaskan 
pengukuran kromametri untuk menentukan kesegaran 
makanan dan datanya boleh memanfaatkan pemantauan 
keselamatan makanan. Tujuan utama kajian ini adalah untuk 
mengenal pasti sama ada ekstrak bilberi boleh dijadikan 
pewarna semula jadi dalam pembangunan penunjuk pH 
kolorimetrik bagi penentuan kesegaran produk makanan.
BAHAN DAN KAEDAH
BAHAN KIMIA
Bahan kimia yang digunakan dalam kajian ini ialah ekstrak 
bilberi (20%), asid hidroklorik (SYSTERM), kalium klorida 
(R&M CHEMICAL), asid sitrik (BDH CHEMICAL), natrium 
hidrogen fosfat (FLUKA), etanol, natrium karbonat, natrium 
bikarbonat dan natrium hidroksida (MERCK). Bahan-bahan 
kimia ini digunakan terus tanpa penulenan lanjut.
INSTRUMENTASI DAN ALATAN
Spektrofotometer Ultra Lembayung-Nampak Cary 100 
Cons (Varian); Kromameter CR 400 (Konica Minolta) dan 
meter pH (Mettler Toledo).
EKSTRAK BILBERI
Serbuk ekstrak bilberi (Vaccinium myrtillus) yang 
mengandungi 20% antosianin diperoleh secara komersial 
daripada pembekal Longze Bioteknologi, Bandar Xi’an, 
China. Ekstrak ini merupakan gred industri yang digunakan 
sebagai pewarna dalam makanan dan minuman komersial. 
Sebanyak 2.5 g serbuk ekstrak bilberi dimasukkan ke 
dalam kelalang isi padu 50 mL dan seterusnya air suling 
ditambah sehingga ke tanda senggatan. Penggunaan 
kepekatan sebanyak 5% ini adalah bagi mematuhi Hukum 
Beer-Lambert iaitu nilai serapan tidak melebihi daripada 1 
unit melalui pengukuran menggunakan Spektrofotometer 
Ultra-Lembayung Nampak.
PENYEDIAAN LARUTAN PENIMBAL
Larutan penimbal daripada pH1 hingga pH13 disediakan 
mengikut kaedah Devarayan dan Kim (2015) pada suhu 
bilik. Percampuran bahan kimia antara asid hidroklorik 
dan kalium klorida digunakan untuk menghasilkan 
larutan penimbal pH1 hingga pH2; asid sitrik dan natrium 
hidrogen fosfat untuk pH3 hingga pH8; garam karbonat 
dan bikarbonat bagi pH9 dan pH10. Manakala garam 
natrium hidroksida dan asid hidroklorik digunakan untuk 
penyediaan larutan penimbal daripada pH11 hingga pH13. 
Setiap nilai pH larutan penimbal ini diukur menggunakan 
meter pH.
ANALISIS SPEKTROSKOPI
Analisis spektroskopi dilakukan dengan memasukkan 
50 μL ekstrak bilberi ke dalam setiap 5 mL larutan 
penimbal daripada pH1 sehingga pH13. Spektrum serapan 
direkodkan menggunakan Spektrofotometer UL-Nampak 
pada julat panjang gelombang 380-800 nm.
PENGUKURAN WARNA
Untuk pengukuran parameter warna, sebanyak 50 μL 
ekstrak bilberi dimasukkan ke dalam setiap 5 mL larutan 
penimbal daripada pH1 sehingga pH13 dan diukur dengan 
menggunakan kromameter. Sebanyak lima kali ukuran 
pada bahagian yang berbeza daripada larutan penimbal 
telah direkodkan. Nilai-nilai koordinat segi empat tepat (L 
*, a*, b *) telah digunakan untuk mengira keamatan warna 
(C*) dan perbezaan warna keseluruhan (ΔE*) dengan 
menggunakan persamaan berikut (Anshika et al. 2012; 
CIELAB Colour Space 2008; Schanda 2007): 
                      
 C* = (a*2 + b*2) ½
 ΔE* = [(ΔL*)2 + (Δa*)2 + (Δb*)2] ½.
dengan ΔL* ialah perbezaan kecerahan; Δa* ialah 
perbezaan warna kemerahan; dan Δb* ialah perbezaan 
warna kekuningan.
 Nilai C* dan ΔE* dinyatakan sebagai purata daripada 




Data kajian dianalisis menggunakan analisis varians 
(ANOVA) iaitu nilai purata bagi parameter warna yang 
diperoleh dibandingkan dengan ujian multi-julat Duncan 
untuk setiap perubahan larutan pH. Perbezaan antara 
perlakuan ditentukan dengan ujian perbezaan kurang 
signifikan (LSD) pada paras p<0.05 menggunakan sistem 
analisis statistik (Gomez & Gomez 1984). 
KEPUTUSAN DAN PERBINCANGAN
Perubahan warna ekstrak bilberi di dalam larutan 
penimbal yang berbeza ditunjukkan dalam Rajah 1. 
Pemerhatian secara mata kasar mendapati perubahan 
warna ekstrak bilberi dalam larutan penimbal pH1-13 
adalah berasaskan warna merah dan kuning. Ekstrak ini 
mempamerkan warna merah terang pada larutan penimbal 
pH1 hingga pH4 dan ia semakin pudar pada pH5 hingga 
pH7. Kebanyakan antosianin menghasilkan warna merah 
dalam keadaan berasid dengan struktur utamanya adalah 
dalam bentuk kation flavilium (Bąkowska-Barczak 2005). 
Pada pH5, keamatan warna larutan menurun kerana 
struktur kation flavilium semakin berkurangan dan dalam 
masa yang sama kehadiran bentuk anion quinonoidal 
(Khoo et al. 2012). Manakala pada pH8 - pH12, ekstrak 
bilberi menghasilkan warna magenta dan bertukar 
kepada warna kuning pada pH13. Pada keadaan pH 
yang semakin meningkat, struktur pseudobasa karbinol 
dan kalkon yang tidak berwarna terbentuk (Fossen et al. 
1998). Secara penglihatan kasar, didapati julat pertukaran 
warna adalah kecil iaitu melibatkan beberapa unit pH 
untuk berlakunya perubahan kepada warna lain, namun 
masih nampak perbezaan yang ketara antara pH neutral 
dan alkali. Menurut Marianne et al. (2001), sebatian 
antosianin daripada sumber famili Vaccinium dan kulit 
anggur hanya mempamerkan perubahan warna pada julat 
pH1 hingga pH4 sahaja.
 Rajah 2 menunjukkan spektrum penyerapan bagi 
antosianin yang terkandung di dalam ekstrak bilberi 
pada larutan penimbal berbeza. Penyerapan maksimum 
berlaku pada panjang gelombang yang terletak antara 
512 hingga 576 nm. Menurut Cabrita et al. (2000) 
dan Fossen et al. (1998), perubahan warna antosianin 
dinyatakan melalui perbezaan dalam kedudukan panjang 
gelombang maksimum yang diukur sebagai nilai serapan. 
Nilai serapan didapati berkurangan dengan peningkatan 
pH (Jadual 1). Penurunan nilai serapan dikaitkan dengan 
degradasi sebatian antosianin dan Kirca et al. (2007) 
melaporkan bahawa kestabilan antosianin dalam lobak 
hitam menurun dengan ketara pada nilai pH lebih 
tinggi. Keputusan kajian ini adalah bersamaan dengan 
penemuan yang dilaporkan oleh Kirca et al. (2007) 
dengan nilai serapan paling maksimum diukur pada 
pH1 dengan bacaan 0.5702 dan diikuti pH2 iaitu 0.4286 
pada panjang gelombang 512 nm (Jadual 1). Pada pH1 
hingga pH6 didapati kesan hipokromik berserta anjakan 
batokromik berlaku iaitu penurunan keamatan penyerapan 
dan perpindahan penyerapan tersebut ke arah jarak 
gelombang yang lebih panjang (512-532 nm), sementara 
itu, kesan hiperkromik peningkatan keamatan penyerapan 
pula didapati berlaku dalam larutan beralkali pada pH 
8 hingga pH10. Peningkatan pH larutan menyebabkan 
berlakunya penyahprotonan yang berterusan dan ini akan 
menghasilkan anjakan batokromik.
RAJAH 1. Ekstrak bilberi di dalam larutan penimbal pH 1-13
RAJAH 2. Spektrum serapan ekstrak bilberi di dalam larutan penimbal: (a) pH 1-6 dan (b) pH 7-13
(a) (b)
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 Pengukuran secara kuantitatif dijalankan dengan 
menggunakan kaedah kromametri pada larutan penimbal 
yang mengandungi ekstrak bilberi. CIELAB adalah 
model warna paling lengkap yang digunakan secara 
konvensional untuk menggambarkan semua warna 
boleh dilihat oleh mata manusia (Zhang et al. 1998). 
Pengukurannya adalah meluas iaitu meliputi semua 
objek sama ada bersifat legap, lut sinar atau lut cahaya. 
Model ini menggunakan tiga parameter iaitu L*, a* 
dan b* dengan nilai L* merujuk kepada kecerahan dan 
kegelapan sesuatu warna, a* mewakili warna merah 
untuk nilai positif dan hijau apabila nilainya negatif. 
Nilai b* positif menunjukkan sesuatu objek itu berada 
pada kedudukan warna kuning dan b* negatif adalah 
warna biru. Parameter warna (nilai L*, a* dan b*) yang 
ditunjukkan oleh model ini menterjemahkan secara terus 
warna yang didominasikan oleh sesuatu objek yang 
diukur. Manakala nilai C* merujuk kepada keamatan 
warna dan ΔE* pula merupakan perbezaan warna secara 
keseluruhan hasil daripada gabungan antara perbezaan 
nilai L*, a* dan b*.
 Jadual 2 menunjukkan keputusan yang merangkumi 
semua parameter warna (L*, a*, b*, C* dan ΔE*) bagi 
ekstrak bilberi pada pH berbeza. Nilai L* didapati menurun 
dengan peningkatan pH larutan (Rajah 3). Nilai L* yang 
lebih besar diperhatikan pada pH7 dengan bacaan sebanyak 
84.69±0.44 yang menunjukkan kecerahan warna paling 
tinggi berbanding dengan larutan pH lain. Ekstrak bilberi 
menunjukkan a* hadir sebagai nilai positif dalam semua 
pH larutan penimbal 1 hingga 13 yang menunjukkan 
pertukaran warna berlaku adalah tertumpu kepada warna 
merah sahaja. Nilai a* ini didapati menurun dengan 
peningkatan pH larutan penimbal (Rajah 3). Keputusan 
kajian menunjukkan bahawa terdapat perbezaan bererti 
(p<0.05) antara nilai a* pada pH1 sehingga pH8 (Jadual 
1). Ini bermakna berlakunya perbezaan yang ketara antara 
keadaan berasid, neutral dan alkali terhadap warna merah 
melalui pengukuan secara kuantitatif.
 Manakala untuk nilai b* pula didapati tiada perbezaan 
bererti (p>0.05) antara pH5, 6, 7 dan 8 (Jadual 2). Ini 
mencadangkan bahawa tiada perubahan ketara terhadap 
nilai b* positif yang merujuk kepada warna kuning 
dalam larutan bersifat asid lemah, neutral dan alkali 
lemah. Nilai b* didapati paling tinggi pada pH13 (Rajah 
3) iaitu 25.06±1.19 dan ia mempamerkan warna kuning 
yang jelas pada penglihatan kasar (Rajah 1). Walau 
bagaimanapun, kajian ini mendapati bahawa perbezaan 
warna keseluruhan (ΔE*) yang melibatkan gabungan 
nilai perbezaan daripada unsur kecerahan, kemerahan 
dan kekuningan (ΔL*, Δa* Δb*) telah menunjukkan 
perbezaan bererti (p<0.05) untuk setiap pH yang dikaji 
dalam larutan penimbal pH1 hingga pH9 (Jadual 2). Nilai 
ΔE* didapati semakin menurun apabila menghampiri pH 
neutral dan kembali meningkat dalam larutan beralkali 
(Rajah 3). Seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 1, warna 
merah semakin pudar apabila menghampiri neutral, 
kemudian bertukar kepada magenta dan seterusnya kuning 
dalam larutan alkali. Perubahan warna ini menyebabkan 
berlaku penyusutan dan peningkatan nilai a* dan b* 
pada pH neutral dan alkali seperti dirumuskan dalam 
Jadual 2. Memandangkan ΔE* merupakan gabungan 
jumlah perbezaan nilai L*, a* dan b* (ΔE* = [(ΔL*)2 
+ (Δa*)2 + (Δb*)2] ½), maka perubahan berlaku adalah 
berkadar terus. Keputusan kajian ini diperkukuhkan 
lagi dengan data kuantitatif yang ditampilkan dalam 
Jadual 3 bahawa terdapat hubung kait yang jelas antara 
parameter kromametri, ΔE* dan perubahan pH. Parameter 
∆E* menunjukkan korelasi yang baik untuk kedua-dua 
keadaan asid dan alkali pada julat pH yang lebih besar 
(pH2-7 dan pH7-11) dengan nilai R2 = 0.9560, R2 = 
0.9820. Berdasarkan perbezaan yang ketara bagi nilai 
ΔE* dalam larutan berasid, neutral dan alkali ini, maka 
ekstrak bilberi adalah berpotensi digunakan sebagai 
pewarna semula jadi dalam pembangunan satu sensor pH 
kuantitatif melalui konsep kromametri untuk penentuan 
tahap kesegaran produk makanan, khasnya hasilan laut 
berbungkus memandangkan kesegaran produk sebegini 
mempunyai hubungan rapat dengan perubahan pH. 
 Apabila tahap kesegaran hasilan perikanan seperti 
ikan dan makanan laut menurun, ia akan menghasilkan 
sebatian meruap berasaskan nitrogen yang mengandungi 
trimetilamina, dimetilamina dan ammonia yang bersifat 
alkali. Penghasilan sebatian meruap ini dikaitkan dengan 
aktiviti enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisma dan 
kepekatan sebatian meruap ini semakin meningkat dengan 
masa penyimpanan pada ruang udara bungkusan, seterusnya 
JADUAL 1. Nilai serapan ekstrak bilberi di dalam larutan penimbal berbeza pH
































JADUAL 2. Perubahan nilai warna (L*, a*, b*, C* dan ΔE*) terhadap ekstrak bilberi di dalam larutan penimbal pH1-13















































































Min dengan superskrip yang sama menunjukkan tiada perbezaan bererti (p>0.05) antara pH larutan penimbal
RAJAH 3. Perubahan parameter warna (L*, a* b*, C* dan ΔE*) terhadap 
ekstrak bilberi pada larutan penimbal berbeza
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menyebabkan peningkatan nilai pH (Zhang 2014). Ekstrak 
bilberi ini tidak dicadangkan sebagai pewarna pH sensitif 
untuk memantau kerosakan makanan yang bersifat asid, 
memandangkan keputusan menunjukkan perubahan hanya 
sekitar warna merah sahaja. Walaupun perbezaan warna 
adalah ketara secara pengukuran kuantitatif, tetapi tidak 
begitu jelas pada penglihatan mata kasar (Rajah 1). Oleh 
yang demikian, keadaan ini boleh mengelirukan pengguna 
dan mungkin keputusan tidak tepat dalam menentukan 
kualiti kesegaran makanan berbungkus di pasaran. 
Penentuan kualiti kesegaran makanan berbungkus di 
pasaran bergantung sepenuhnya kepada pengukuran secara 
kualitatif.
KESIMPULAN
Sebatian antosianin dalam bilberi boleh menghasilkan 
pelbagai warna, keamatan dan kestabilan pada pH yang 
berbeza. Kajian ini mendapati bahawa perbezaan warna 
adalah cukup ketara apabila diukur menggunakan kaedah 
kromametri, iaitu terdapat perubahan nilai warna a* yang 
menyumbang kepada cerapan dalam perbezaan warna 
keseluruhan (ΔE*). Nilai ΔE* juga ditentukan wujud 
hubungan linear dan kuantitatif terhadap julat pH tertentu. 
Oleh yang demikian, ekstrak bilberi didapati berpotensi 
sebagai bahan sensor untuk pH dalam membangunkan satu 
sensor pH bagi memantau kesegaran makanan terutamanya 
hasilan laut berbungkus memandangkan tahap kerosakan 
produk tersebut berkait rapat dengan perubahan pH ke 
arah alkali.
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